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Rapport de Recherche 

artfcfeft L61 2-14, L.612-17 et R. 61 2-53 It 69 du code do la propria Inteltoctuelte 

Objet du Rapport de Recherche 

Apres raccomplissement de la procedure prevue par les textes rappeles ci-dessus, 
le brevet est delivre. Ulnstitut National de la Propriete Industrlelle n'est pas habillte, sauf 
dans le cas d'absence manifesto de nouveaute, a en refuser la dellvrance. La validite rfun 
brevet releve exclusivement de ('appreciation des tribunaux. 

L'l.N.P.I. doit toutefois annexer a chaque brevet un "RAPPORT DE RECHERCHE" 
cltant les elements de I'etat de la technique qui peuvent etre prls en consideration pour 
apprecier la brevetabilite de Hnvention. Ce rapport porta sur les revendlcatlons figurant au 
brevet qui deflnissent I'objet de I'inventlon et delimitent retendue de la protection. 

Apres delivrance, 1'I.N.P.I. peut. a la requete de toute personne interessee, formuler 
un "AVIS DOCUIvlENTAIRE• sur la base des documents cites dans ce rapport de recherche 
et de tout autre document que le requerant souhaite voir prendre en consider 'on. 

Conditions d£tablissement du present Rapport de Recherche 

Efl Le demandeur a presente des observations en reponse au rapport de recherche 
preliminaire. 

BjJ Le demandeur a maintenu les revendications. 

□ Le demandeur a modifie les revendications. 

D Le demandeur a modifie la description pour en eliminer les elements qui n' etaien'e 
plus en concordance avec les nouvelles revendications. 

□ Les tiers ont presente des observations apres publication du rapport de recherche 
preliminaire. 

□ Un rapport de recherche preliminaire complementaire a ete etabli. 

Documents cites dans le present Rapport de Recherche 

La repartition des documents entre les rubriques 1. 2 et 3 Went compte, le cas 
echeant. des revendications deposees en dernier lieu et/ou des observations presentees. 

K Les documents enumeres a la rubrique 1 ci-apres sont susceptibles d'etre pris en 
consideration pour apprecier la brevetaoaite de rinvention. 

□ Les documents enumeres a la rubrique 2 ci-apres illustrent I'arriere-plan 
technologique general. 

□ Les documents enumeres a la rubrique 3 ci-apres ont ete cites en cours de 
procedure, mais leur pertinence depend de la validite des priorites revendiquees. 

O Aucun document n'a ete cite en cours de procedure. 
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1 ELEMENTS DE L'ETAT DE LA TECHNIQUE SUSCEPTtBLES D'ETRE PRIS EN 
CONSIDERATION POUR APPRECIER LA BREVETABtUTE DE L INVENTION 



Rtf+rence dee documents 

(svac Wlcatten. to cas ^chtent, des parlies pertlnontes) 



Revindication* dii 
brevet concern** 



GENOMICS 

vol. 24. no. 3, Decembre 1994 pages 535-540. 
LEPAGE, D.F. ETAL 'Motocular ctorrfng 
and localization of Ihe human 6AX gene to 7p2V 
* page 539, colon ne 1, dernier aRnea * 

CIRCULATION, 

vol. 90. no. 4p2. Octobre 1984 page 1-635 

WALSH, K ETAL 'Cel cycle control by 

the gax homeobox protein in vascular smooth muscle cells' 

*Abrege3420* 



CIRCULATION, 

vol. 90, no. 4pZ Octobre 1994 page 1-511 
•-IR.L ETAL "Gax is rapidly 

downregu luted In rat carotid arteries following balloon injury: in vivo 
demonstration of a growth-arrest transcription factor" 
•Abrege2747* 

WO-A-95 02697 (RHONE-POULENC RORER) 

* le document en enter * 

WO-A-94 1 1508 (ARCH DEVELOPMENT CORPORATION) 

* le document en enter * 

HUMAN GENE THERAPY, 
vol. 6, no. 1 . Janvier 1995 pages 41-53. 
MARCH, K.L ETAL 'Pharrracodneticsof 
adenoviral vector-mediated gene delivery 
to vascular smooth muscle cells ' 

* to document en enter* 

CIRCULATION, 

vol. 90. no. 4. Octobre 1994 pages 1648-1656, 

STEG, P.G. ETAL 'Arterial gene transfer 

to rabbit endothelial and smooth muscle 

ceta using percutaneous delivery of an adenoviral vector* 

* le document en enter * 

SCIENCE, 

vol. 265. no. 5173, 5 AoOt 1994 LANCASTER. PA US. 
pages 781-784, 

OHNO.T.ETAL 'Gene therapy for 

vascular smooth muscle eel proliferation after arterial injury 

* le document en entier * 
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^ELEMENTS OE L'ETAT DE LA TECHNIQUE ILLUSTRANT 
L'ARRIERE-PLAN TECHNOLOGIQUE GENERAL 

NEANT 



3 ELEME^S DE L'ETAT DE LA TECHNIQUE DOIMT LA PERTINENCE 
DEPEND DE LA VALIDITE DES PRIORITES 



Rdttrence des documents 

(avec indication, le cas 6ch6ant, des parties pertinentes) 



Revendicatiens du 
brevet concemtes 



NEANT 
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REVENDICATIONS 

1 . Virus recombinant defectif contenant au molns un gene inser6 
codant pour tout ou parte de la proteine GAX ou d^n variant do celle-ci. 

2. Virus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il est depourvu 
5 des regions de son genome qui sont necessaires a sa replication dans la 

cellule infectee. 

3. Virus selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il sagit 
(fun adenovirus, de preference de type Ad 5 ou Ad 2. 

4. Virus selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qull s'agrt 
10 rfun adenovirus o"origine animate, de preference canine. 

5. Virus selon I'une des revendications 1 a 4 caracterise en ce que le 
gene insere code pour tout ou partie de la proteine GAX de rat ou d'un 
variant de celle-ci. 

6. Virus selon la revendication 5 caracterise en ce que le gene insere 
15 code pour la proteine GAX de rat ou son homologue humain. 

7. Virus selon rune des revendications 1 a 6 caracterise en ce que le 
gene insere est un ADNc. 

8. Virus selon rune des revendications 1 a 6 caracterise en ce que le 
gene insere est un ADNg. 

20 9. Virus selon rune des revendications 1 a 8 caracterisee en ce que 

le gene insere comprend des sequences permettant son expression dans la 
cellule infectee. 

10. Virus selon I'une des revendications 1 a 9 caracterisee en ce que 
le gene insere comprend une sequence signal dirigeant le polypeptide 

25 synthetise dans les voies de secretion de la cellule ctole. 

11. Adenovirus selon la revendication 3 ou 4 caracterise en ce qu'il 
comprend une deletion de tout ou partie de la region El. 
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12. Adenovirus seton la revendication 11 caractertse en ce qull 
comprend en outre une deletion de tout ou parte de la region E4. 

13. Virus seton la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qull saojt 
d*un virus adeno-associe (AAV). 

5 14. Virus seton la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qull sagit 

<fun retrovirus. 

15. Utilisation (Tun virus selon Tune des revendications 1 a 14 pour la 
preparation <fune composition phamiaceutique destinee au traitement ou a la 
prevention des pathologies liees aux desordres hyperprolHeratifs. 

10 16. Utilisation selon la revendication 15 pour la preparation (Tune 

composition pharmaceutique destinee au traitement de la restenose. 

17. Composition pharmaceutique compren a nt un ou pkisieuni virus 
recombinants defectifs seton Tune des revendfcattons 1 a 14. 

15 18. Composition pharmaceutique selon la revendteation 17 

caracterisee en ce qu'elle se presente sous forme injectable et en ce qu'ete 
comprend de 10 4 a 10 14 pfu/ml ^adenovirus. 

19. Composition pharmaceutique seton la revendfcatton 18 
20 caracterisee en ce qu'elle contient un adenovirus re combin a nt imbfc* dans 
un hydrogei. 
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xjc/v tp iPft \HPA1 IX FT I ppi IfiATTOM Pf HlR lp TRAtTFMENT PES 

La presente invention conceme une nouvelle methode 
partaBerement efficace pour to traitement par therapte genique. de 
pathologies associees a des desordres typerprdiferatifs. La methode salon 
nnvention conafate plus partteulierement a btoquer de maniere specrfique la 
proMeration des cefcdes musculaires Bsses vaaculaires (CMLV) par transtert 
m vfco du gene gax. La methode da rinventloi est tout parttaJlierernent 
•daptte au tratament de la restenose post-ar« oplastle par suioxpresslon 
du gana gax dans (a parol vascutaire. Le gene gax peut etre transfer© salon 
la preeente invention par des vecteurs viraux. II s'ag* de preference de 



15 



20 



30 



35 



DMerents genes assodes a rarret de la division ceaulaire ont eta 
teotts. Lea genes gas (arowth-arrast speciflc : gas 1-6) et Qadd (growth- 
tfieat and DMA darnage-inducWe : Gadd34, Gadd45, Gadd153) sont ainsi 
tetamant exprtnee dans tos ©sautes qutescentes. Cast a dire btoquees en 
p3*d7c^^ 

Sal at aL. Col 1992. 12 : 3514-3521 ; Cowled et aL. Exp.Cel.Rea. 1 994. 21 1 : 
197 .202; Brancoini et Schneider. J.Ctf.BW. 1994. 1 24 : 743-756; Zhan et 
aL MolCeLBtoL 1988. 13 : 4242-4250 ; JacJonan et si. Cancer Res. 54 : 
smMt2. 1994) En accord avec cat dormees drexpression du gene, la 
mioicMectfon de la proteine ga*-1 btoque la synthase d*ADN (Del Sal et aL. 
Calk 1992, 70 : 595-607). Iriversemant, raddtton da factsura * ^J****? 
*>mm* Ptt* ou da aenim de veau fcata. <PI*alet-Ct*ved Grow* 
^c^raxpra^casg^ (Cocchi 
ataLMoLCcU)*^^^ 

tvis de retat de proWaratton ceaulaire sambla egatement avoir sa 
cortrapartlalnvl^AlnaLlagar* 

rT^I. c^ctiromia (Ferrero et Ca*o. OMUM. ^ ^EL 

una prollliratton oeluiaire qui est refletee, au niveau da «^;Jf ™ 

aup^Zonda raxpmsion du »»<™*™*~™^2 
gene gas-1. Da maniere aimilaire. dans un models da 
V<mn*nM***^ nepatloue. rexpresston du gene gas^ est 
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tenement reduite quatre heures apres I'hepatectomie partielle. i.e. dans la 
periode de transition de GO a Q1; elle revient a la normale, probablement 
une fois la division des hepatocytes initiee (Ferrero et ai. J.CelLPhysiol. 1994. 
158:263-269). 

5 

La demanderesse s'est interesse a un nouveau gene, le gene gax 
(growth arrest specific homeobox), et a maintenant montre que ce gene 
possede des propridtes particulierement avantageuses pour des 
applications de therapie genique des desordres hyperproliferatifs, 

10 notamment de la restenose. Le gene gax a ete initialement identifie a partir 
d'une banque d*ADNc d'aorte de rat II code pour une proteine de 303 
acides amines. Sa sequence a ete caracterisee et son cDNA clone (Gorski 
et ai. Mol.Ceil.BtoL 1993. 6, 3722-3733). Le gene gax possede certaines 
proprietes similaires aux genes gas et Gadd puisqu'il semble egalement 

15 controler la transition G0VG1 du cycle cellulaire. Ainsi les niveaux d'ARNm 
de gax sont reduits dans les CMLV de rat d"un facteur 10 apres deux heures 
rfexpositton au POGF (Gorski et al.. Mol.Cell.BioJ. 1993. 6. 3722-3733). 
L'expression du gene gax est done reprimee au cours de la reponse 
.litogenique des CMLV. 

20 

Un avantage de la methode selon rinvention resident principalement 
dans la specificW de l'expression du gene gax. En eflet, chez le rat adulte, 
le gene gax est essentieilement exprime dans le systeme cardtovasculaire 
(aorte. coeur). En revanche, la presence d'ARNm de gax n'a pas ete mise 

25 en evidence par northern blot dans le foie, le cerveau, restomac et le 
muscle squelettique. La restenose post-angioplastie est un desordre 
hyperproliferatif localise qui se developpe ajnsecutrvement a une 
intervention non chinirgicale au niveau de la plaque d'atherosclerose. Ainsi. 
le traitement cfune les^n atherosclereuse par angioplastie resulte de facon 

30 tres trequente (jusqu'a 50% des cas dans certaines etudes) en une 
restenose consecutive a la blessure mecanique de la paroi arterielle. Un 
evenement clef de ce mecanisme est la proliferation et la migration des 
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) de la media vers I'intima. 
notaiiiment du fait de r absence de protection et/ou de retrocontrdle exerce 

35 par les cellules endotheliales de I'intima. La capacite rfexprimer 
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selectivement un gene antiprolittratif selon r invention dans les cellules 
CMLV constitue un avantage tres important 

Un autre avantage de la methode selon Pinvention reside egalement 
dans rappartenance du gene gax a la famine des genes homeotiques. Cos 

5 genes codent pour des facteurs transcriptionnels qui contiennent des 
sequences consensus (ou homeodomaines) reconnaissant des regions 
specrfiques de r ADN (ou homeoboltes) (revue : Gehring et al Cell, 78: 211- 
223, 1994). Ltiom6odomaine de la proteine gax de rat est compris entre les 
acides amines 185 et 245. De maniere Interessante, les genes homeotiques 

10 identifies a ce jour sont impliques dans le contrtte de la 
differenciation/croissance cellulaire au cours de rembryogenese ce qui 
rerrforce le potentiel therapeutique de la methode selon r invention (revue : 
Lawrence et Morata Cell 78 : 181-189, 1994; Krumlauf, Cell 78 : 191-201, 
1994). 

15 Un premier objet de Invention reside done dans un virus 

recombinant def ectif contenant au moins un gene insert codant pour tout ou 
partie de la proteine GAX ou (fun variant de celle-ci. L'invention reside 
egalament dans r utilisation d'un tel virus pour le traitement des pathologies 
hyperproliferatives. 

20 Dans les virus de l'invention, le gene insere peut etre un fragment 

tfADN complementaire (ADNc), d'ADN genomique (ADNg), ou une 
construction hybride consistant par example en un ADNc dans lequel 
seraient inseres un ou plusieurs introns. II peut egalement s'agir de 
sequences synthetiques ou semisynthetiques. Comme indique ckavant, i! 

25 peut s'agir d'un gene codant pour tout ou partie de la proteine GAX ou d'un 
variant de celle-ci. Au sens de la presente invention, le terme variant designs 
tout mutant, fragment ou peptide possedant au moins une propriete 
biotogique de GAX, ainsi que tout homologue de GAX obtenu a partir 
d'autres espdees. Ces fragments et variants peuvent etre obtenus par toute 

30 technique connue de rhomme du metier, et notamment par modifications 
gen6tique et/ou chimique et/ou enzymatique, ou encore par hybridation ou 
par clonage par expression, permettant la selection de variants en fonctfon 
de leur activite biotogique. Les modifications genetiques incluent les 
suppressions, deletions, mutations, etc. 
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La gene insert au sens de r invention est preferentiellement le gene 
codant pour tout ou partle de la proteine QAX de rat ou de son homotogue 
humain. II s'aglt plus preferentiellement rfun ADNo ou rfun ADNg. 

Generalement, le gene insert comprend egalement des sequences 

5 permettant son expression dans la cellule infectee. II peut s'agir des 
sequences qui sont naturellement responsaMes de rexpression dudit gene 
lorsque cee sequences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule 
infectee. II peut egalement s'agir de sequences cforlgine differente 
<iesponsables de ('expression tfautres proteines, ou meme synthetiques). 

10 Notamment, il pent s'agir de sequences de genes eucaryotes ou viraux ou do 
sequences derivees, stimulant ou rtprimant la transcription rfun gene de 
facon specfflque ou non et de facon inductibJe ou non. A tttre d'exemple, H 
peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule que ton 
desire infecter, ou du genome d'un virus, et notamment, les promoteurs des 

15 genes E1A, MLP ^adenovirus, le promoteur CMV. LTR-RSV, etc. Parml les 
promoteurs eucaryotes, on peut cter egalement les promoteurs ublqultaires 
(HPRT, vimentine, -actJne, tubuNne, etc), les promoteurs des filaments 
intermediaires (desmine, neurofilaments, keratine, GFAP, etc) les promoteurs 
de genes therapeutiques (type MDR, CFTR, facteur VIII, etc) les promoteurs 

20 specifiques de tissus (promoteur de ractine des cellules du muscle lisse). les 
promoteurs preferentieHement actives dans les cellules en division, ou 
encore les promoteurs repondant a un stimulus (recepteur des hormones 
steroTdes. recepteur de rackte retinolque, etc,). En outre, cos sequences 
depression peuvent etre modrfiees par addition de sequences rfacfivatior., 

25 de regulation, etc Par ailleurs. lorsque le gene insere ne cornporte pas de 
sequences tfexpression, il peut etre insert dans le genome du virus defectif 
en aval (Tune telle sequence. 

Par ailleurs, le gene insere comprend generalement, en amont de la 
sequence codante, une sequence signal dirigeant le polypeptide synthetise 
30 dans les votes de secretion de la cellule cibte. Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle de GAX, mais il peut egalement s'agir de 
tou te autre sequence signal fonctionnelle (celle du gene de la thymidine 
kinase par exemple), ou tfune sequence signal artificielle. 
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Leg virus selon la presente invention sort defectifs, c'est-a-dire 
Incapable* da se repHquer da faeon autonome dans la cellule cibte. 
Qeneratornent, le genome des virus defectifs utilises dans le cadre de la 
presente Invention est done depourvu au moins des sequences necessaires 
5 a la replication dudit vtrus dans la cellule fnfectee. Cos regions peuvent etre 
soft eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionneltes, soit 
substttuees par cfautres sequences et notarnment par le gene insere. 
PreferenteBement, le virus defeclif conserve neanmoins les sequences de 
son genome qui sont necessaires a I'encapsidation des particules virates. 

10 Le virus seton Nnvention peut etre derive (fun adenovirus, d'un virus 

adeno-assooto (AAV) ou (fun retrovirus.Selon un mode de realisation 
prefere, ii s'acjt rfun adenovirus. 

it existe differents serotypes ^adenovirus, dont la structure et les 
proprietas varient quelque peu. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans 

15 le cadre de la presente invention les adenovirus humains de type 2 ou5(Ad 
2 ou Ad 5) cu les adenovirus d'origine animale (voir demande W094/26914). 
Parmi les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la 
presente invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, 
murine, (exemple : Mav1, Beard et al. Virology 75 (1990) 81), ovine, 

20 porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De preference, 
r adenovirus d'origine animale est un adenovirus canin, plus 
preferentieOement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 
(ATCC VR-800) par exempleL De preference, on utilise dans le cadre de 
r invention des adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

25 Prefererrttellement, les adenovirus defectifs de r invention 

comprenent les ITR, une sequence permettant tencapsidation et I'acide 
nucleique rflnteret Encore plus preferentiellemant. dans le genome des 
adenovirus de rtoventfon. la region E1 au moins est non fonctionnelte. Le 
gene viral considers peut etre rendu non foncfonnel par toute technique 

30 connue de lliomme du metier, et notarnment par suppression totale, 
substitution, deletion partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le 
ou ies genes consideres. De teltes modifications peuvent etre obtenues in 
vitro (sur de PADN isole) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques 



J. 
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du genie genetique, ou encore par traitement au moyen tfagents 
mutagens*. CXautres regions peuvent egalement etre modifiees, et 
notamment la region E3 (WO95/02697), E2 (W094/28938), E4 
(W094/28152, W094/12649. WO95/02697) et L5 (WO95/02697). Selon un 

5 mode prefere de mise en oeuvre, I'adenovhrus selon I'invention comprend 
une deletion dans les regions E1 et E4. Selon un autre mode de realisation 
prefere, 9 comprend une deletion dans region El au niveau de laquelle sont 
inseres la region E4 et la sequence codant pour GAX (CI FR94 13355). 
Dans les virus de I'invention, la deletion dans la region E1 s'etend 

10 preferentiellement des nucleotides 455 a 3329 sur la sequence de 
radenovirus Ad5. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon I'invention peuvent etre 
prepares par toute technique connue de I'homme du metier (Levrero et al.. 
Gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham. EMBO J. 3 (1984) 2917). En 

15 partculier, ils peuvent etre prepares par recombinaison homotogue entre un 
adenovirus et un plasmide portant entre autre la sequence d'ADN tfintsret. 
La recombinaison homotogue se produit apres co-transfection desdfts 
adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee 
cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits 

20 elements, et (ii), comporter les sequences capables de complementer la 
parte du genome de radenovirus defectif, de preference sous forme 
integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre rfexemple de 
lignee, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 
(Graham et al.. J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient notamment, integree 

25 dans son genome, la partie gauche du genome d'un adenovirus Ad5 (1 2 %) 
ou des lignees capables de complementer les foncttons E1 et E4 »elles que 
decrites notamment dans les demandes n° WO 94/26914 et WO95/02697. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et 
purifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire, comme 

30 illustre dans les examples. 

Concemant les virus adeno-associes (AAV), il sagit de virus a ADN 
de taille relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des cellules 
qu'ils infectent, de maniere stable et site-specifique. lis sont capables 
35 d'infecter un large spectre de cellules, sans induire d'effet sur la croissance. 
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la morphologic ou la differentiation cellulaires. Par ailleurs, its ne semblent 
pas impliques dans des pathologies chez I'homme. Le genome des AAV a 
ete clone, sequence et caracterise. II comprend environ 4700 bases, et 
contient a chaque extremite une region repetee inverses (ITR) de 145 bases 

5 environ, servant tforigine de replication pour le virus. Le reste du genome 
est drvise en 2 regions essentielles portant les fonctions tfencapsidation : la 
partie gauche du genome, qui contient le gene rep implique dans la 
replication virale et ^expression des genes viraux; la partie droite du 
genome, qui contient le gene cap codant pour les proteines de capskto du 

10 virus. 

^utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de genes 
in vitro et in vivo a ete decrite dans la litterature (voir notamment WO 
91/18088; WO 93/09239; US 4,797,368, US5.139.941. EP 488 528). Ces 
demandes decrivent differentes constructions derivees des AAV. dans 

15 lesqueiles les genes rep et/ou cap sont deletes et remplaces par un gene 
rfinteret, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) ou 
in vivo (directement dans un organisme) ledit gene rfinteret. Les AAV 
recombinants defectifs seton r invention peuvent etre prepares par co- 
transfection, dans un lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire humaln 

20 (par exemple un adenovirus), dun plasmide contenant la sequence 
nucleique rfinteret bordee de deux regions repetees inversees (ITR) rfAAV. 
et (fun plasmide portant les genes d'encapsidation (genes rep et cap) 
rfAAV. Les AAV recombinants produits sont ensuite purifies par des 
techniques classiques. invention conceme done egalement un virus 

25 recombinant derive des AAV dont le genome comprend une sequence 
codant pour GAX bordee des ITR de I'AAV. ^invention conceme egalement 
un plasmide comprenant une sequence codant pour GAX bordee de deux 
ITR rfun AAV. Un tel plasmide peut etre utilise tel quel pour transferer la 
sequence de GAX. eventuellement incorpore dans un vecteur liposomal 

30 (pseudo-virus). 

Concernant les retrovirus, la construction de vecteurs recombinants 
a ete largement decrite dans la litterature : voir notamment EP 453242, 
EP178220. Bernstein et al. Genet Eng. 7 (1985) 235; McCormlck. 
BtoTechnotogy 3 (1985) 689. etc. En particulier, les retrovirus sont des virus 

35 integratifs, Wectant les cellules en division. Le genome des retrovirus 
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comprend essentieUement deux LTR, une sequence (fencapsidation et trofc 
regions codantes (gag, pot et env). Dans les vecteurs recombinants derives 
des retrovirus, les genes gag, pol et env sont generaJement deletes, en tout 
ou en partie. et remplaces par una sequence rfacide nucleique heterotogue 

5 dlnteret Ces vecteurs peuvent etre realises a partir de dHferents types de 
retrovirus tela que notamment le MoMuLV ("murine motoney leukemia virus'; 
encore designe MoMLV). le MSV ("murine motoney sarcoma virus"), ie 
HaSV Charvey sarcoma virus"); le SNV ("spleen necrosis virus"); le RSV 
("rous sarcoma virus") ou encore le virus de Friend. 

10 Pour construire des retrovirus recombinants comportant une 

sequence codant pour GAX seton r invention, un ptasmkte comportant 
notamment les LTR, la sequence cfencapsidation et tecfite sequence 
codante est generaiement construtt, puis utilise pour transferer une Ignee 
ceiiulaire dite cfencapsidation, capable cfapporter en trans les fortctfona 

15 retrovirales deficientes dans le ptasmide. Generaiement, les Ignees 
rfencapsidation sont done capabtes rfexprimer les genes gag. pol et env. De 
telles lignees d'encapsidation ont ete decries dans Tart anterteur, et 
notamment la Ugnee PA317 (US4361.719); la Ignee PftiCfflP 
(WO90V02806) et la Ignee GP+envAm-12 (WOe9/07150). Par afleura. les 

20 retrovirus recombinants peuvent comporter des modifications au niveau des 
LTR pour supprimer ractivte transenpoormette. ainsi que des sequences 
<f em^idation eteralues, oompotta^ 

j. Virol 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits tort ensuie 

purrfle«parde8technk|uetd8ssique& 
25 Pour le traltement de la restenoso, I est tout particulfeement 

avantageux cfutJlser un adenovirus re c ombi na nt defect!. Lea adenovirus 

poesedent en effet un forte capaete a inf^ let c^Mes rm»cul»kee ls^ 

vasculaires en pioWeretton. Cad permet cfutiaser des qusntftos refs*»ement 

tafc^ de prirelps act* (ao^nowhw 
» action efffcaes et trie rapide sur las ales * tratar. Lea adenovirus da 

rtoveriPM sorit s<»* m o rt 

Hrodult, ce qui tour confers une a^ *erfp«^ tHa effc» 0» p»j^ 
en raison ds tour caractero aptoomel tos adenovirus de Hnvent ton ont une 
psfstotaricalmlseo^lescelulM 
35 perfsjtement adapts a refle t l*a p o u liu m iw l iatrHi. 
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La presente invention conceme egatement une composition 
pharmaceutJque comprenant un ou piusieurs virus recombinants defectifs tels 
que decrits procodem m ont Oe tsltes compositions peuvent etre formulees en 
vue tfune administration par voie topique, orale, parenterale, intranasale. 

5 intraveineuse, intramuaculaire, sous-cutanee, intraoculaire, etc. 

PrefererrtieBement, ia composition salon r invention contient des 
vehicutes phamiacautjquement acceptables pour une formulation injectable, 
notamment pour une injection au niveau de la paroi vasculaire. Ilpeuts'agir 
en particular de solutions saBnes (phosphate monosodique. disodkjue. 

10 chtorure de sodum, potassium, calcium ou magnesium, etc. ou des 
melanges de tels eels). stories, isotonlques. ou de compositions seches. 
rwtamment lyophttsees, qui. par addition sston le cas tfeau stariRsee ou de 
serum prrystotoglque, permettent ia constitution de solutes injectabtes. II peut 
egaJement s'agir (fun hydrogel prepare a partir de tout polymere (homo ou 

15 hottro) biocompatible et non cytotoxkjue. De tels porymeres ont par 
example ete decrits dans la demande WO93/08845. Certains cfentre eux, 
oomme notamment ceux obtenus a partir doxyde tf ethylene et/ou de 
pfopyieiiesortcoriwrw &i aux. 

Dam tour utKsatton pour le tratoment des pathologies liees aux 

20 deserdres rtypatprolferatrls. tes adenovirus recorribinants defectifs seton 
rinvantion peuvent etre administie* selon dWerents modes, et rwtamment 
per mjestion. Relerentielement, pour le traitement de la restenose, tes 
tdenovinjsdenriventionso^ 

Vasotec au moyen (fun baton tfangtoplattte enrobe (fun «m hydrophite 

25 <pe/exempteunhy<»x>peOlrc^d^ 

oantsfiarit tawct^^ radlrrtuskm qui peut ainsi 

4t» appaque de maniere precise sur Is tfte a trator. et permettre une 
Union tootle et efffcace des adenovirus au niveau des cellules A trailer. 
Cade methods d'admWstraoon perrnet avantac^usement dlnfecter un 

30 pourosntage etevt de oetutes de la media Qusqu'a 9.6%). qui constituent la 
ctote p »e<erer>t te tspourtetra<sm^ 

d^dmMetatton dataiques (Injection intraveineuse par exempie) ne 
ptf n»s«ertpas(fWectardsnian^ 

UmeitKxtodetraitenientdenrr^ 
35 Inttoduiro, au niveau du site a tralter. une composition comprenant un 




hydrogel imbibe d'adenovirus recombinants. L'hydrogei peut dtre depose 
directement sur la surface du tissu a traiter, par exemple au cours d'une 
intervention chirurgicale. Avantageusement, l'hydrogei est introduit au niveau 
du site a traiter au moyen d'un catheter, par example d'un catheter a 
5 ballonnet, notamment lors de I'angioplastie. Oe maniere particulierement 
avantageuse, l'hydrogei imbibe est introduit au niveau du site a traiter au 
moyen d'un catheter a ballonnet 

Les doses de virus utilisees pour I'injection peuvent etre adapters en 
fonction de differents parametres, et notamment en fonction du mode 

10 (fadministration utilise et de la duree du traitement recherchee. D'une 
maniere generate, les virus recombinants sekxi I'invention sont formules et 
adminlstres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 ptu/ml. Pour 
les AAV et les adenovirus, des doses de 10.6 a 10"> pfu/ml peuvent 
egalement etre utilisees. Le terme pfu ("plaque forming unif ) correspond au 

15 pouvoir infectieux d'une suspension de virions, et est determine par infection 
d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, generatement apres 48 
heures, du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de 
determination du titre pfu cTune solution virale sont bien documentees dans la 
Ntterature. 

20 La presente invention offre un nouveau moyen tres efficace pour le 

traitement ou la prevention des pathologies liees aux desordres 
rtyperproliferatifs tels que la restenose. 

En outre, ce traitement peut concemer aussi bien I'homme que tout 
animal tel que les ovins, les bovins, les animaux domestiques (chiens, chats, 
25 etc), les chevaux, les poissons, etc. 

La presente invention est plus completement decrite a l aide des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consider6s comme illustratifs et non 
limitatifs. 

LFfffW ngpcSFIQUItES 



30 Hptira 1 : Representation du plasmide pC01 . 

figure 2: Representation du plasmide pXL-CMV-Gax HA . 
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Rgu M 3 : Localisation nucleate de la proteine GAX-HA dans tes CMLV 
transfectees par pXL-CMV-Gax HA. 

Figure 3A : CMLV transfectees par le vecteur pCGN (absence 

d* Insert GAX) 

5 Rgure 3B : CMLV transfectees par le vecteur pXL-CMV-Gax HA 

EsumA : Localisation nucleate de la proline GAX-HA dans les CMLV 
traitees par Ad-CHV-Gax. 

Figure 5 : Effet de Ad-CMV-GAX sur la proliferation de CMLV (t-24 heures) 

- Les CMLV sont comptees 24 heures apres le traiternent par Ad- 
10 CMV-Gax dOOOpfu/cellute) ou par un adenovirus contrdle (Ad- 

RSV-pGal. 1000 pfu/cellule). La croissance cellulaire est bJoquee 
(0,5% SVF) ou stimulee (SVF 20%). 
Figure 6 : Effet de Ad-CMV-GAX sur la proliferation de CMLV (U48 heures) 

- Les CMLV sont comptees 48 heures apres le traiternent par Ad- 
15 CMV-Gax (lOOOpfu/cellule) ou par un adenovirus contrdle (AD- 

RSV-pGal, 1000 pfu/cellule). La croissance cellulaire est bloquee 

(0,5% SVF) ou stimulee (SVF 20%). 
Figure 7 : Effet de Ad-CMV-Gax sur la viabilite de CMLV incubees en 
presence de serum de veau foetal (SVF 20%). 
20 - conditions experimentaJes cf. figure 6 

Rgure 7A : cellules non traitdes par adenovirus 

Rgure 7B : cellules traitees par Ad-RSV-pGal 

Rgure 7C : cellules traitees par Ad-CMV-Gax 

25 TgCHMIQUgS QPMFRALF<S Pg BIOLOfllE MOLPCUt AIRg 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles 
que les extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugatkxi d*ADN 
plasm idique en gradient de chlorure de cesium, i'electrophorese sur gels 
d*agarose ou cfacrylamide, la purification de fragments d'ADN par 
30 alectroelution, les extraction de proteines au phenol ou au phenol- 
chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu satin par de I'ethanol ou de 
I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de I'homme de metier et sont abondament decrites dans la 
litterature [Maniatis T. et al„ 'Molecular Cloning, a Laboratory Manual*, Cold 
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Spring Harbor Laboratory, CoM Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. at 
al. (eds), "Current Protocols In Molecular Biology". John Wiley & Sons, New 
York, 1987). 

Les plasmides de type pBR322. pUC et les phages do la serie M13 
5 8ont tforigine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments tfADN peuvent etre separes selon 
ieur taille par eledrophorese en gels <f agarose ou tfacrylamkte, extraits au 
phenol ou par un melange phenol/chloroform©, precipKes a I'ethanol puis 
incubes en presence de rADN ligase du phage T4 (Bioiabs) selon les 
10 recommendations du foumisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut dtre effectue par 
le fragment de Klenow de rADN Polymerase I d'E. coll (Bioiabs) selon les 
specifications du foumisseur. La destruction des extremltes 3* proeminentes 
est effectuee en presence de PADN Polymerase du phage T4 (Bioiabs) 
15 utffisee selon les recomrnandations du fabricant. La destruction des 
extremites S proeminentes est effectuee par un traitement menage par la 
nuclease 81. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotJdes syntheHques 
peut dtre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic 
20 Ackis Res. 13 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distrsbue par Amersham. 

L'ampiification enzymatique de fragments cCADN par la technique dite 
de PCR [Eoryrn6rase-cataiyzed Qiain fieaction, Saiki R.K. et aL, Science 
22Q (1985) 1350-1354; Mullis K.B. et Faloona FA, Meth. Enzym. 155 (1987) 
335-350] peut dtre effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Parkin 
25 Elmer Cetus) selon les specifications du fabricant 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par 
la methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 24 
(1977) 5463-5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

30 Example 1 : construction du vecteur oXL-CMV-Gax i^nnrtant la pana 
cndant pour la protaina naxderat sous la controle du promoteur CMV. 

Cet example decrit la construction (fun vecteur contenant fADNc 
codant pour la proteine gax (espece : rat) et des sequences adenovirales 
35 permettant une recombinaison. L'epitope de rnemaggluttnine du virus 
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influenza (epitope HAD. comprenant 18 acides amines, est ajoute a 
rextremite N-terrninale de la proteine gax (Reld et al., Mol.Ceii.Bioi. 8 : 
2159-2165, 1988). Ce procede d'additton cfepitope permet de suivre. 
notamment par des techniques d* immunofluorescence, rexpression de gax 
5 a Taide d*arrticorp8 tfrtges contra I'epitope HA1. Outre sa sensibilitd, cette 
methode permet de s'affranchir du bruit de fond corespondant a rexpression 
de proteines gax endogenes a iafois in vitro et In vivo. 

1.1 . Construction du plasmide pCCI 

10 A - Construction du plasmide pCE 

Le fragment EcoRI-Xbal correspondant a rextremite gauche du 
genome de I'addnovirus Ad5 a d'abord ete clone entre ies sites EcoRI et Xbal 
du vecteur piC19H. Ceci genere le plasmide pCA. Le plasmide pCA a ensuite 
6te coupe par Hinfi, ses extremintes 5' proeminentes ont ete rempiies par le 

15 fragment de klenow de rADN polymerase I de E.coli, puis ii a ete coupe par 
EcoRI. Le fragment ainsi genera du plasmide pCA qui contient rextremite 
gauche du genome de fadenovirus Ad5 a ensu.' e ete clone entre Ies sites 
EcoRI et Smal du vecteur plC20H (Marsh et al.. Gene 22 (1984) 481). Ceci 
genere le plasmide pCB. Le plasmide pCB a ensuite ete coupe par EcoRI, 

20 ses extremintes 5' proeminentes ont ete rempiies par le fragment de klenow 
de fADN polymerase I de E.coli, puis ii a ete coupe par BamHI. Le fragment 
ainsi genere du plasmide pCB qui contient rextremite gauche du genome de 
('adenovirus Ad5 a ensuite ete clone entre Ies sites Nrul et Bgltl du vecteur 
plC20H. Ceci genere le plasmide pCE dont une caracteristique interessante 

25 est quit possede Ies 382 premieres paires de bases de I'adenovirus Ad5 
suivies d'un murtisite de clonage. 

B - Construction du plasmide pCD" 

Le fragment Sau3A (3346) - Sstl (3645) et le fragment Sstl (3645) - 
Narl (5519) du genome de I'adenovirus Ad5 ont tout d'abord ete ligatures et 
30 clones entre Ies sites Clal et BamHI du vecteur plC20H, ce qui genere le 
plasmide pPY53. Le fragment Sall-Taql du plasmide pPY53 prepare a partir 
d*un contexte dam-, contenant la partie du genome de I'adenovirus Ad5 
comprise entre Ies sites Sau3A (3346) et Taql (5207) a ensuite ete clone 
entre Ies sites Sail et Clal du vecteur plC20H, ce qui genere le plasmide 
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pCA*. Le fragment Taql (5207) - Narl (5519) du genome de radenovirus Ad5 
prepare a partir (fun contexte dam- et le fragment Sall-Taql du plasmide 
pCA' ont ensuite ete ligatures et clones entre les sites Sail et Narl du vecteur 
plC20H. Ceci genere le plasm ide pCC". Le fragment Narl (5519) - Nrul 
5 (631 6) du genome de ('adenovirus Ad5 prepare a partir d'un contexte dam- et 
le fragment Sall-Narl du plasmide pCC' ont ensuite ete ligatures et clones 
entre les sites Sail et Nrul du vecteur plC20R. Ceci genere le plasmide pCD'. 

C - Construction du plasmide pC01 

Une digestion partielle par Xhol puis une digestion complete par Sail 
10 du plasmide pCD' genere un fragment de restriction qui contient la sequence 
de radenovirus Ad5, du site Sau3A (3446) au site Nrul (6316). Ce fragment a 
ete clone dans le site Salt du plasmide pCE. Ceci genere le plasmide pC01 
(figure 1), qui contient la partie gauche de radenovirus Ad5 jusqu'au site Hinfl 
(382), un muttisite de clonage et le fragment Sau3A (3446) - Nrul (6316) de 
15 radenovirus Ad5. 

1.2. Construction du vecteur pXL-CMV-Gax HA (cf. figure 2) 
L'ADNc de Gax a ete clone entre les sites Xbal-BamHI du vecteur 
pCGN (Tanaka et Herr, Cell 60 : 375-386, 1990). Le vecteur pGCN-Gax 

20 resultant contient les promoteur precoce et sequence enhancer du 
cytomegalovirus (CMV) (-522. +72; Boshart et al, Cell, 41 : 521-530, 1985), 
la sequence leader de la thymidine kinase de de I'Herpes simplex virus 
incluant le codon d'initiation AUG ainsi que les ies trois premiers acides 
amines (+55, +104; Rusconi et Yamamoto. EM80 J., 6 : 1309-1315, 1987), 

25 la sequence codant pour I'epitope HA1 [Y PYDVPDYASL 
G G P (SEQ ID N° 2)], I'AONc de gax de rat et enfin la sequence de poly 
adenylation du gene de 8-globine de Lapin (Pabo et al, cell, 35 : 445-453, 
1983). 

Le vecteur pCGN-Gax a ensuite eta coupe par Xmnl et Sfil et le 
30 fragment obtenu, contenant promoteur, ADNc et sequence de 
polyadenylation, prealablement traite a la Klenow, a ete introduit au site 
EcoRV du vecteur navette pC01 contenant les sequences adenovirales 
necessaires a la recombinaison. Le plasmide obtenu a ete designs pXL- 
CMV-Gax HA (cf. figure 2). 

35 



2732357 



15 

Fxnmnlft P : misa en evidence des nrnnrifites rfinhibition de proliferation di 

plasmMepXL-CMV-qax HA. 

Cet example decrit les procedures operatoires qui permettent dc 
5 mettre en evidence in vitro la qualite des vecteurs (cf. exemple 11 
permettant la recombinaison homologue, a la fois en expression (detector 
de la proteine gax et de repitope HA) et en activite (effet sur la proliferation 
cellulaire). 

10 Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) sont mises en 

culture par digestion enzymatique d'aorte de lapin NZW selon une methode 
adaptee de Cham ley et al. (Cell Tissue Res. 177 : 503-522 1977). 
Brievement, une fois prelevee, I'aorte de lapin est incubee pendant 45 
minutes en presence de collagenase (collagenase li, Cooper Biomedical) a 

15 37°C. II est procede alors a une deuxieme digestion, en presence de 
collagenase et <felastase (Biosys) pendant environ 2 heures, ce qui permet 
tfobtenir une suspension cellulaire. Les cellules sont maintenues en 
presence de 20% de serum de veau foetal et utilisees pour I'ensemble des 
tests (cf. infra) avant le dixieme passage. Dans I'ensemble des experiences, 

20 les cellules musculaires lisses sont caracterisees par immunomarquage a 
raide (fanticorps anthaSM-actine (F-3777, Sigma). 

Afin de contrdler la qualite des vecteurs (fexpression (cf. exemple 1), 
la presence et la localisation de la proteine gax sont controlees par 

25 immunofluorescence pour chaque construction. Pour cela, les cellules 
musculaires lisses ou les cellules 3T3 sont transfectees par les plasmkJes 
pXL-CMV-Gax HA et pCGNgax en presence d'un melange DOSPA/DOPE 
(Upofectamine, Gibco BRL). Les cellules sont incubees en presence du 
oomplexe ADN/liposomes dans un milieu de culture ne contenant pas de 

30 serum de veau foetal, pendant 4 a 8 heures (duree optimale : 8 heures pour 
les CML). Apres 24 heures d'incubation en presence de serum de veau 
foetal, les cellules sont ensemencees sur lame (Trtertek) en vue de 
r immunofluorescence, pendant de nouveau 24 heures. Les cellules sont 
akxs fixees en presence de paraformaldehyde 4% puis permaabilisees par 

35 addition de triton 0,1%. Apres saturation en presence (falbumine bovine 
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(BSA, Sigma), on precede suxesslvement a raddition des anticorps anti-HA 
(12CA5, Boehringer Mannheim) puis des anticorps conjugues a la 
fluoresce Jne. 

Les experiences dlmmunofluorescence effectuees a b Ibis sur 
5 cellules NIH3T3 et sur culture primaire de CMLV de iapin demontrent que ie 
ptesmide pCQNgax mate egalement le plasmide "navette" pXL-CMV-Gax 
HA codent bien pour une protelne a localisation nucleaire (cf.Rgure 3A : 
plasmide temoin; 3B : plasmide pXL-CMV-Gax HA). r£n outre> 
extraction des protefnes nucleaires de cellules transfectees par pXL-CMV- 
10 Gax HA nous avons pu mettre en evidence par western Mot une protetoe 
revelee par les anticorps diriges contra ('epitope HA. 

L'effet des vecteurs ci-dessus sur la proliferation ceHulaire a ensuite 
ete veriW. Pour ce faire, une methode indirecte a eta utilises, reposant sur 

15 la mesure de la formation de colonies. Brievement, des celules 
ernbryonnaires de souris NIH3T3 ont ete utiflsees pour effectuer des tests 
de formation de colonies selon une methode adaptee de Scnweigrtofler et 
al. (Moi.CeM.Bioi. 1993. 13 : 39-43). Brievement. les cellules sont co- 
transfectees par un plasmide portant le gene de resistance a la neomydne 

20 et par un exces du vecteur dTnteret (pCQNgax ou pXL-CMV-Gax HA ). 
Aprea une period de selection en Q418. les colonies sort oolorftee par une 
solution de fuchsine pheniquee (Diagnostics. Merck) et deriombroos. Les 
resultata (Tune experience representative decries dans le tableau I 
demontrent une dfrninution du nombre dee colonies dans tos osiutos 

25 tra n sfectees par pCQNgax. 
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Tableau 1 



condition da traraf action des 
cellules 3T3 


nombre de colonies aprds 
selection en Q418 


pCQN (5mj) ♦ pSV2neo (1|ig) (§) 


183±28(*) 


pCGNgax (5|ig) > pSV2neo <1|ig) 


93±11 



5 



(§) vecteur oontrole pCGN : absence tfinsert gax 
WlKO.01 

FiMmpte 3 ; Cmstnrtinn rte rniMnnvfrua jecombinant Arf-CMVoax 

10 La vedeur pXL-CMV-Gax prepare dans roxemple 1 a ensuite ete 

Inoarles et concnslecte pour la recombirtaison avec un vecteur adenoviral 
deficient, dans lea cetluies helper (Hgnee 293) apportant en trans les 
foneocns oodiea par toe regions E1 (El A et E1B) rfaoanovtus, 

Lledenovirus Ad-CMVoax a ete obtenu par recombinateon 

15 horaotogue in vivo entre radenovirua AdRSVBgal (Stratforc^Perricaudet et 
at, J. Can. sweat 90 (1992) 626) et le vecteur pXL-CMV-Gax HA seton le 
protoook) aufcant : la vecteur pXL-CMV-Qax HA Hneartoe par renzyme Xmnl 
et radanovkus AdRSVBgai Irieaflae par Ctal om et* coMafac^ 
egnee 293 en preeenoe da phosphata da calcium pour permettre la 

20 lecornbinaiaon homotogua. Les adenovirus recombinants ainei generes ont 
tat lileoDonnes per purification sur plaque. Apres isotoment, radertovirus 
rsoomb he nt eat arnpNM dans la Ignee oesutaire 293. ce qui conduit a un 
aiaiiegeantdecutaoontertart^ 
syant un tare tfenviron 10*0 pfu/mL 

25 LjaparlloulaaviraJessompurifieespv 

oMorure da oesiurn eeicn les techniques connues (voir notarnrnent Graham 
at aU Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-CMVgax est conserve a - 
80"C dans 20 % da glycerol. 
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Fiamnta 4 : Misa en evide nce des oroorifrfts d'inhibition de la proliferation 
da fadanovirus Ad-CMVoax. 

Cet exemple decrit les procedures experimentales qui permettent de 
5 demontrer la qualite de I'adenovirus recombinant a la fois en terme de 
production de la proteine gax et en terme d'activite biologique (effet sur la 
proliferation cellulaire). 

Les CMLV d'aorte de lapin sont incubees en presence de 
10 I'adenovirus Ad-CMVgaxHA et d'un adenovirus temoin (ad-RSVpGal : 
adenovirus recombinant exprimant la p-galactosidase sous le contrdle du 
promoteur RSV) dilu6 dans du milieu de culture (DMEM, 0.5% SVF). Apres 
environ una heure a 37*0 en atmosphere humide. le milieu contenant la 
solution adenovirale est aspire et remplace par du milieu de culture (DMEM, 
15 0,5% SVF) pour una periode de 18 a 24 heures. Le milieu riche en SVF 
(concentration finale : 20%) est alors ajoute afin de stimuler la proliferation 
ceBulaire et les cellules denombrees 24 heures et 48 heures plus tard. 

En outre, 24 heures apres I'addi'lon de la solution adenovirale, 
20 ("expression de la proteine gax par les CMLV est controlee par les techniques 
decrites dans rexempie 2, a savoir un marquage nucleaire par 
irnrmjnofluorescence (localisation de la proteine) mais egalement par western 
blot La proteine produite par I'adenovirus recombinant est bien revelee par 
des antJcorpa reconnaissant repitope HA et a la meme mobilite 
25 electropnoretique que ia proteine gax detectee dans le noyau de CMLV 
transfectees par pCQNgax ou pXL-CMV-Gax HA . La figure 4 illustre la 
localisation de la proteine Gax au niveau de CMLV incubees en presence de 
Ad-CMVgaxHA. 

30 Las resultats d'une experience representative, decrits dans la figure 

4. demontrent une forte baisse du nombre des cellules apres I'addition du 
virus Ad-CMVgaxHA. En revanche, une telle reduction du nombre de 
ceMules n'est pas ot servee apres traitement par radenovirus controle utilise 
a la meme concentration (M.O.1. 1000). Nous avons en paralldle verifie par 

35 immunofluorescence que cette forte multiplicite cfinfection pemnet 
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tf exprimer soft le gdne marqueur p-gal (utilisation cTanticorps anti p-gal de 
E-CoB, Monosan) soit la proteine gax (utilisation tfantfcocps anti-HA, cf. 
exenple 2) dans plus de 90% de la population das CMLV de lapin. 

L'addition de vims ad-RSV-0gaJ est assoctoe A un fafcle effet 
5 cytostatique (-13%) aprds 24 heures de culture en presence de sArum de 
veau foetal (20%). Dans les mdmes conditions expdrimentalea, le traltement 
par Ad-CMVgaxHA entraTne une diminution de 57% du nombre de cellules 
(cf. Figure 5). L'activitt biologique du virus Ad-CMVgaxHA est bten 
dvidemment anyNMe aprds 48 heures de culture voire assoctte A une rnort 

10 ceBulaire (cf. Rgure 6 et 7). 

Ainsi le blocage de la proliferation prwoqud par Ad-CMVgaxHA est 
assocto A une forte reduction du nombre de cellules qui est detectable aprto 
une pftriode de culture de 24 heures (cf. Figures). De manfere intftressante, 
cet effet de Ad-CMVgaxHA est observ* sur les cellules stimuldes par une 

15 forte concentration de SVF (20%) et non sur les cellules privAes de SVF 
(0,5%) (cf. figure 6). Cet example montre done qu\m adftnovirus 
recombinant codant pour la proline gax est capable de bloquer de manidre 
effcace la division cellulatre sans affecter de manidre tmportante la viabtKte 
de cellules bloqutes dans leur cycle en GO. 

20 

L'effet de radftnovtrus Ad-CMVgaxHA sur la viability des CMLV en 
culture est 6galement illustrG par la figure 7. 

Les propri«6s inhibrtrices de Ad-CMVgaxHA sur la synthase <fADN 
25 sont confirmees par des experiences cf incorporation de bromoddoxyuridine 
(BrdU). Bridvement, 24 heures aprds l'addition <fad6novirus, les CMLV sont 
incutees en presence de SVF (10 d 20%) et de BrdU (10|iM) qui 
s'incorpore ft la place de la thymine dans les cellules en phase de synthase 
de I'ADN et peut dtre r6v6lde par des anticorps spdeifiques. L'incorporation 
30 de BrdU est quantrffee par cytom6trie de flux. 

La m&me m£thodologie de cytom6trie de flux peut Stre utilisde afin de 
visualiser la progression dans le cycle cellulatre de CMLV de lapin traitees 
par Ad-CMVgaxHA Le traltement par Ad-CMVgaxHA s'accompagne rfun 
blocage du cycle cellulaire en phase G0/G1. 

35 
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Hemophilia A is the second most common congenital bleeding disorder worldwide, accounting for approxi- 
mately 90% of hemophilia. Adequate hemostasis requires a minimal plasma factor VIII (FVIII) concentration 
(10 - 50 ng/ml; < 0.25 nM), suggesting that even inefficient systemic delivery systems may be successful. 
We propose that two primary cells would be appropriate for targeted gene delivery of FVIII: vascular 
endothelial cells (EC) and megakaryocyte/platelets. These cells (1) are intimately associated with the blood; 
(2) express von Willebrand factor (vWf), which is required for maximal FVIII expression; and (3) are 
relatively easily targeted. Systemic delivery will be achieved by EC-specific targeting, while local hemostat- 
ic control should be achievable by delivery of FVIII to sites of hemorrhage by megakaryocyte/platelet 
targeting. The vector of choice in this proposal is adeno-associated virus (AAV), which in the absence of its 
helper virus integrates as a stable provirus into the human genome, independent of the cell's proliferative 
state. Except for the terminal repeats, integration of AAV into the genome requires no transcriptional 
regulatory elements, reducing the risk of oncogenesis and allowing foreign promoters inserted into these 
viruses to retain normal function. Preliminary data using recombinant AAV/jS-galactosidase (rAAV/lacZ) 
reporter constructs have established the tropism of this virus for cultured human umbilical- vein ECs in-vitro, 
and inftisional studies of the same virus have demonstrated systemic delivery to rat vascular endothelium in 
vivo, as determined by DNA in-situ PCR and lacZ-specific primers. This grant will focus on the generation 
of two FVIII deletional constructs for proposed rAAV/FVIII delivery systems: FVIIIA880 and FVIIIA970. 
Based on previous work in these and other laboratories, the size of these constructs should not interfere with 
rAAV packaging and replication constraints, nor functional FVIII expression. A minimum-length cell- 
specific vWF promoter will be characterized and used to drive EC expression, and a similar strategy will be 
utilized for megakaryocyte/platelet-specific expression using the platelet factor 4 (PF4) promoter. Novel 
methods designed to overcome rAAV size constraints and modest viral titers will be explored, including 
generation of adenovirus/rAAV hybrids and liposome/rAAV conjugates. After initial in-vitro studies, animal 
models will be used to further study and develop in-vivo expression systems: (1) a transgenic mouse model 
(expression in platelets); (2) a normal mouse model (megakaryocytes and endothelial cells); and (3) normal 
and hemophilic dog models (clinical efficacy). Although this proposal specifically addresses methods for 
FVIII delivery, the results may be generally applicable to a wide variety of gene-targeting strategies. 
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